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La presente invention concerne un procede de dosage specifique du 
C-peptide, qui permet d'eliminer toute interference due a fa proinsuline et a 
ses intemnediaires, notamment a la des-31.32-proinsuline et/ou a la des-64,65- 
pro-insuline. Elle concerne egalement des anticorps qui permettent de mettre 
5 en oeuvre ce dosage. 

L'insuline est synthetisee par les cellules p des Tlots de Langerhans a 
partir d'un precurseur, la proinsuline. La proinsuline subit Taction d'enzymes 
proteolytiques qui en detachent l'insuline (masse moieculaire 5.800 Daltons) et 

10 le C-peptide (masse moieculaire 3.020 Daltons). Cette hydrolyse met en jeu 
deux types de proteases. Tune de type carboxypeptidase et Tautre de type 
endopeptidase. Le processus engendre des composes intermed'iaires tels que 
la split-32,33-proinsuline, la split-65,66-proinsuline, la des-31,32-proinsuline. 
et la des-64.65-proinsuline, qui avec la proinsuline intacte subsistent en 

15 faibles proportions (2 a 6 %) aux cotes de Tinsuline et du C-peptide. 

Le rapport equimolaire d'insuline et de C-peptide au niveau portal n'est 
pas retrouve au niveau peripherique. Dans le sang veineux peripherique a 
I'etat basal, il y a en moyenne 3 a 6 fois plus de C-peptide que d'insuline. Ce 

20 phenomene s'explique par les differences de metabolisme entre ces deux 
polypeptides, Pres de 50 % de Tinsuline est inactivee au cours de la traversee 
hepatique. Les quantites restantes sont inactivees au niveau de ses 
recepteurs perlpheriques presents notamment dans les tissus musculaires ou 
adipeux. Par centre, le C-peptide traverse presque iibrement le foie et, de ce 

25 fait, a une demi-vie plasmatique beaucoup plus longue que l'insuline (30 
minutes pour le C-peptide et inferieure a 5 minutes pour Tinsuiine). Le C- 
peptide ne possede aucune action biologique connue. Son role se limite au 
repliement de la molecule de proinsuline dans les cellules 3 du pancreas. II 
apparait dans le secteur vasculaire comme un simple residu, avant d*etre 

30 elimine sous forme intacte par le rein. 

Le dosage plasmatique ou urinaire du C-peptide constitue done un 
moyen d'evaluation de rinsulinosecretion beaucoup plus fiable que le dosage 
d'insuline. A noter que le dosage du C-peptide permet une estimation de la 
35 production d'insuline endogene, meme lors de I'administration chez le patient 
d'insuline exogene ou en presence d'anticorps anti-insuline qui ne permettent 
pas le dosage immunologique direct de l'insuline. 
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Le dosage du C-peptide trouve en particulier son application dans le 
diagnostic differential entre le diabete de type I et le diabete de type II, 
revaluation de la fonction pancreatique residuelle des cellules (3. la detection 
et la surveillance de la phase de remission du diabete de type I, le depistage 
5 des hypoglycemies factices provoquees par injection d'insuline. dans le 
diagnostic de rinsulinome et revaluation de la secretion d'insuline au cours 
des affections hepatiques. 

Le dosage du C-peptide est egalement utile pour etablir un pronostic de 
10 diabete pour le foetus lors de la surveillance de la grossesse chez les femmes 
diabetiques. Par ailleurs, la mesure du C-peptide est utilisee lors de la 
surveillance de la pancreatectomie totale. 

Des precedes de dosages du C-peptide sont connus. La demande de 
15 brevet EP 227351 decrit I'utilisation d'un antiserum anti-C-peptide pour 
mesurer le C-peptide dans un dosage radioimmunologique par competition. 
Des anticorps monoclonaux anti-C-peptide utiles dans des tests 
radioimmunologiques sont egalement decrits par Angelo et al {Diabetes 
Research and Clinical Practice (1985) vol. suppl. i p. 18-19), Comma dans le 
20 cas precedent, ces anticorps trouvent leur application dans un immunodosage 
par competition. La demande EP 484961 couvre un precede de detection et de 
dosage de type "sandwich" du C-peptide. Selon cette demande, ce precede 
peut §tre realise en utilisant des anticorps monoclonaux ou polyclonaux et 
revaluation du C-peptide peut etre notamment realisee par la technique 
25 ELISA. parexemple. 

Le brevet CS 277597. publie le 17 mars 1993, decrit egalement des 
anticorps monoclonaux, utilises pour la determination de la proinsuline ou du 
C-peptide. 

30 

II est egalement connu que la quasi-totalite des anticorps monoclonaux 
ou polyclonaux anti- C-peptide se lient plus ou moins de maniere croisee avec 
la proinsuline et les formes intermediaires produites avant le clivage en 
insuline et C-peptide. En effet. les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, 
35 produits a partir du C-peptide seul sont capables de reconnaitre le C-peptide 
dans la proinsuline et dans les formes intermediaires produites avant le 
clivage en insuline et C-peptide, du fait de la grande homologie entre C- 
peptide libre et C-peptide lie a {'insuline qui forme la proinsuline. 
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foi. . f ^"^^'^^'^ons de C-peptide sont environ 50 

fo.s plus elevees que celles des proinsulines (environ 0.5-1.5 nM contre 5-25 
PM a jeun). Cependant. dans certains cas de DNID (diabete non- 
msuhnodependant). chez les diabetiques de type I nouvellement decouverts 
a.ns, que dans leur fratrie. au cours de I'insulinome et dans les 
hype^ro,nsulinemies familiales. les concentrations plasmatiques des 
prornsuhnes sont augmentees et peuvent depasser 2000 pM Dans ces 
situations les principales fonries presentes dans la circulation sanguine sont 
a pro.nsul.ne .ntacte et la des-31.32-proinsuline. Les autres intermediaires ne 

et ai, J. Clin. Endocnnol. Metabol. (1993). 1, pp. 44^8). 

s^rfiques du C-p«pt,<le, qui permettent d'^liminer les interf^rencas dues a la 

f.abte dans .cute situation physiopathologique. Dinesens e. al fFirs, as J 
« for intact tn^msn proin.u,ne: con„r,unioat^n r,ar,s,e ^ EASI^L Z 

dosage specifique de ,a pminsuline - sans interference due a Tins en 
ut,.san. deux anticorps sp^iflques des jcncticns AC flcnction en^ e Lne 

le C peptide) de la pro,nsul,ne. Toutefois, ces auteurs n'ont pas propose un 
atZnrnr " "^^""^ ~ ^ ir-teUcrd^ 

XZ »1s.l -". ""'"^^"^^ 

c^oZZT,::::^",:^^,''"^'' "^'""^ gonadotrop«ne 
capat>les de reconnaitre egalement la thvreostimuiine rrsui , 
folliu.,ostin,u,ine (FSH, et ,a lu.eostimu„ne (m «Wne li 

|n.e^erences dues . ces trois demi^res hormones un Js^e a^s de 

— se. De Plus, quand l antigene inlerferent es, en exces il y a sa^rlon 
a anticorps non specifique de la phase sniiH« ^ saturation 

M = la pnase solide et done sous-evaluaUon de 
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I'anticorps a doser. Par centre, il n'a jamais ete decrit dans I'art anterieur que 
pour obtenir un dosage specifique, il est possible d'utiiiser un anticorps qui 
reconnait la substance a doser ainsi que le precurseur de cette substance 
consideree comme interferente. Dans ce cas, il est possible d'envisager tous 
les types de dosage, parmi lesquels des dosages de type competitif. 

La Demanderesse a maintenant trouve un procede de dosage 
specifique du C-peptide, qui permet d'eliminer toute interference due a la des- 
31 .32-proinsuline et/ou a la des-64,65-proinsuline. En effet, grace a I'utilisation 
d'anticorps specifiques de la proinsuline intacte, de la des-31 ,32-proinsuline 
et/ou de la des-64.65-proinsuline, reconnaissant un epitope adjacent a 
I'epitope de I'anticorps anti-C-peptlde, il est possible de proceder au- dosage 
du C-peptide dans les milieux biologiques avec une grande specificite et une 
grande precision. 

L'invention conceme un procede de dosage du C-peptide dans lequel 
un echantillon susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact avec un 
ou plusieurs anticorps anti-C-peptide et 

- solt un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-31, 32-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide g§nant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31 .32- 
proinsuline, 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline. reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant. a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64.65- 
prolnsuline. 

- soit un melange dudit anticorps anti-proinsuline specifique de la 
proinsuline intacte et de la des-31 ,32-proinsuline et dudit anticorps anti 
proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline. 

Selon un mode de realisation particulier de l'invention. un 
echantillon susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact : 
• soit avec un anticorps anti-C-peptide et 

- un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte 
et de la des-31. 32-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, soit 
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chevauchant, a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation 
de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31.32- 
proinsuline, 

- ou un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline. reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant. a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64.65- 
proinsuline. 

• soit avec un melange d'un premier anticorps anti-C-peptide, 

d'un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des- 

31,32-proinsuline. reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant. a 

•■epitope dudit premier anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation dudit 

premier anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31.32- 

proinsuline. 

d'un deuxieme anticorps anti-C-peptide. 
d'un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des- 
64.65-proinsuline, reconnaissant un epitope adjacent, soit chevauchant a 
repitope dudit deuxieme anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation dudit 
deuxieme anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des^,65- 
proinsuline. 

iedit premier et ledit deuxieme anticorps anti-C-peptide etant 
eventuellement identiques. 

Dans le cas ou ledit premier et ledit deuxieme anticorps anti-C- 
peptide sont identiques, un echantillon susceptible de contenir le C-peptide 
est done mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide. un anticorps anti- 
proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-31.32-proinsuline. 
et un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la 
des-64.65-proinsuline. 

^'^^^'^ realisation de I'invention. ledit epitope 
reconnu par I anticorps specifique de la proinsuline intacte et de la des-31.32- 
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proinsuline. est situe dans la jonction AC de la proinsuline et de la des-31 .32- 
proinsuline et inclut la sequence peptidique choisie parmi : 

la sequence LysArg, 

de preference la sequence Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu 

et de preference encore la sequence Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

De maniere preferentielle. ledit anticorps anti-proinsuline selon 
rinvention inhibe tfau moins 50 % la liaison de I'anticorps anti-C-peptide a la 
proinsuline lorsqu'il est present a la nneme concentration que I'anticorps anti-C 
peptide. 

Selon un autre mode prefere de rinvention, ledit epitope reconnu par 
Tanticorps specifique de la proinsuline intacte et la des-64.65-proinsuline, est 
situe dans la jonction BC de la proinsuline et la 
des-64.65-proinsuline et inclut la sequence peptidique : 

Arg Arg. 

Les anticorps utilises pour la mise en oeuvre du precede, selon 
rinvention. peuvent etre des anticorps monoclonaux ou des anticorps 
polyclonaux. On prefere mettre en oeuvre au moins un anticorps monoclonal. 

Comme anticorps specifiques de la des-31, 32-proinsuline et de la 
proinsuline, on peut utiliser en particulier, des anticorps monoclonaux qui 
reconnaissent un epitope soit adjacent, soit chevauchant. a Tepitope de 
I'anticorps anti-C-peptide. genant ainsi la fixation de Tanticorps anti-C-peptide 
sur la proinsuline intacte et la des-31, 32-proinsuline, ledit epitope etant situe 
dans la jonction AC de la proinsuline et la des-31, 32-proinsuline et la 
sequence incluant une sequence peptidique choisie parmi : 

Lys Arg. 

preferentiellement la sequence : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu 
et plus specialement la sequence : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 
Un tel arrticorps peut etre notamment I'anticorps monoclonal AC1D4. 
obtenu a partir d*un hybridome depose aupres de la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes de Tlnstitut Pasteur, le 4 juin 1997. sous le 
numero 1-1 873. 
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Pour mettre en oeuvre le procede selon ('invention on peut utiliser des 
anticorps specifiques de la des-64.65-proinsuline et de la proinsuline qui 
reconnaissent un epitope soit adjacent, soit chevauchant a Tepitope de 
ranticorps anti-C-peptide. genant ainsi la fixation de I'anticorps anti-C-peptide 
sur la proinsuline intacte et la des-64,65-proinsuline, ledit epitope etant situe 
dans la jonction BC de la proinsuline et la des-64,65-proinsuline et incluant la 
sequence peptidique choisie parmi : 
la sequence Arg Arg. 

la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val, 
la sequence Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val. 
et la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu. 

On prefere les anticorps specifiques de la des-64,65-proinsuline et de la 
proinsuline. qui reconnaissent un epitope correspondant aux sequences : 
Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val 

ou 

Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu. 

II est evident que lorsqu'on utilise un anticorps specifique de la 
proinsuline intacte et de la des-31,32-proinsuline, il est possible d'eviter les 
interferences dues a la liaison de I'anticorps anti-C-p>eptide avec la split-32.33- 
proinsuline. De menne, en utilisant un anticorps specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuHne. il est possible d'eviter les interferences 
dues a la liaison de I'anticorps anti-C-peptide avec'la split-65,66-proinsuline. 

Le procede selon I'invention est utile pour le dosage du C-peptide dans 
des echantillons biologiques tels que plasma, serum ou urines. 

Un procede de dosage prefere selon I'invention est un dosage du type 
« sandwich ». Selon ce type de dosage, un anticorps anti-C-peptide, 
monoclonal ou polyclonal, peut etre fixe sur une phase solide. On prefere que 
cet anticorps anti-C-peptide soit un anticorps monoclonal. Apres la mise en 
contact avec Techantillon biologique a doser, un deuxieme anticorps anti-C- 
peptide lie a un marqueur. par exemple enzymatique. est ajoute. Les anticorps 
qui permettent, selon i'invention, le dosage specifique du C-peptide 
(notamment Tanticorps specifique de la des-31,32-proinsuline et 
eventuellement I'anticorps specifique de la des-64,65-proinsuline) peuvent 
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etre mis en oeuvre. soit simultanement avec le deuxieme anticorps anti-C- 
peptide, soit avant ce demier. Ce dosage peut etre realise soit en un temps, 
soit en deux temps et revaluation du C-peptide peut etre effectuee en utilisant 
toute methode de detection, telle que la detection enzymatique, ou la detection 
5 utilisant un agent radioactif, fluorescent, chimioluminescent, etc. 

Un autre type de dosage, qui peut etre mis en oeuvre selon le precede 
de {'invention, est un dosage radioimmunologique de type « competitif ». Selon 
ce type de dosage, on met en contact un anticorps anti-C-peptide, monoclonal 
10 ou polyclonal, qui peut etre fixe sur una phase solide. avec un echantillon 
biologique a doser. Puis, on Introduit Tanticorps specifique de la des-31,32- 
proinsuline, et/ou Tanticorps specifique de la des-64,65-proinsuline. ainsi que 
du C-peptide marqu6 par un marqueur detectable tel qu'un agent cite ci- 
dessus. 

15 

Les trousses qui contiennent un anticorps anti-C-peptide et un anticorps 
specifique de la des-31 ,32-proinsuline et de la proinsuline et/ou un anticorps 
specifique de la des-64,65-proinsuline et de la proinsuline, font egalement 
partie de la presente invention. Ces trousses permettent de mettre en oeuvre 
20 le precede de dosage specifique du C-peptide. Les trousses. selon {'invention, 
sont utilisees notamment pour la mise en oeuvre d*un dosage, soit de type 
sandwich, soit de type competitif, specifique du C-p>eptide. 

25 PRODUCTION ET CARACTERISATION DE L'ANTICORPS MOIMOCLONAL 
AC1D4 : 

1. Production 

30 L'anticorps monoclonal AC1D4 a ete obtenu par hybridation 

lymphocytaire. 

Des souris Balb/c femelles de 6 semaines ont regu au total 4 injections 
intraperitoneales de proinsuline humaine. Au jour 1 les souris ont ete 
immunisees avec 50 i^g de proinsuline humaine par voie intraperitoneale en 
35 presence d'adjuvant complet de Freund (ACF). Trois semaines plus tard les 
souris ont ete immunisees de nouveau avec 50 \ig de proinsuline humaine en 
presence d'adjuvant incomplet de Freund. Une troisieme immunisation a ete 
realisee 3 semaines plus tard. dans les memes conditions que precedemment 
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en utilisant une solution de la proinsuline humaine dans une solution saline de 
tampon phosphate a pH 7,4 (PBS). Des echantillons de sang de souris ont ete 
preleves apres la deuxieme et la troisieme injections, 12 jours apres chaque 
injection. Les serums ont ete testes en ELISA, RIA et en SPOT (Franck R. 
5 Tetrahedron, (1992), 48, p 9217-9232) pour la presence d'anticorps anti- 
proinsuline humaine. 

Les souris ayant un fort taux serique d'anticorps anti-proinsuline ont ete 
choisies pour une fusion lymphocytaire. Les souris selectionnees ont regu une 
demiere injection de proinsuline un mois apres la troisieme injection. La dose 
de 20 lag a ete injectee en deux fois. Trois jours plus tard les souris ont ete 
decapitees et leur rate prelevee. Apres broyage de la rate, les lymphocytes ont 
ete fusionnes avec les cellules myelomateuses de la souris de la lignee P3- 
X63-Ag8.653 en presence de polyethyleneglycol. La technique d'hybridation 
lymphocytaire qui a ete utilisee est celle de ClonaCeir^ proposee par StemCell 
technologies Inc (distribue en France par TEBU. Le Perray Yvelines). La 
selection des hybridomes secreteurs d'anticorps a ete assuree par une serie 
d'essais menes en parallele en ELtSA (utilisation de la proinsuline humaine 
immobilisee) et RIA (utilisation de la proinsuline humaine iodee). Les 
hybridomes secreteurs ont ete analyses en SPOT pour leur activite anti- 
jonctions AC ou BC. 

Pour ta mise en oeuvre de la methode ELISA, des microplaques NUNC 
ont ete revetues avec de la proinsuline humaine, en utilisant une solution de 
25 proinsuline humaine (C= 0,1 |ig/ml ) dans du PBS, sous un volume de 100 

Les plaques ont ete incubees pendant une nuit a +4**C. Apres trois lavages 
avec une solution saline de tampon phosphate additionnee de Tween 20 a 
0,1% (PBS-Tween), 200 |il de sumageant de culture ou 100 |il d'anticorps 
purifies en concentrations decroissantes ont ete deposes dans les 
30 microplaques et incubes pendant 3 heures a temperature ambiante. Ensuite. 
les microplaques ont ete lavees trois fois avec du PBS-Tween et additionnees 
d'un deuxieme anticorps. Cet anticorps, dirige centre les IgG de souris 
(specificite gamma), a ete couple a la peroxydase et a ete mis en solution 
dans PBS-Tv\/een (Dilution 1/3000). Les microplaques ont ete incubees 
35 pendant une heure a 37''C. puis lavees trois fois avec du PBS-Tw. La 
revelation de la reaction a ete effectuee en utilisant comme substrat 
Torthophenyldiamine en solution (C = 30 mg/ml) dans une solution de tampon 
citrate pH=5 contenant 0,03% de peroxyde d'hydrogene. Apres 20 minutes 
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d'incubation a temperature ambiante et a I'abri de la lumiere. I'absorbance a 
ete lue a >.=450 nm. La reaction enzymatique peut etre arretee par 50 yx\ 
d'acide sulfurique 4N. la lecture se fait alors a X=490 nm. 

Pour la mise en oeuvre de la methode RIA, 100 m\ de surnageant de 
culture ou 100 ^1 d'anticorps purifies en concentrations decroissantes ont ete 
deposes dans les tubes revetus avec des anticorps de mouton anti-IgG de 
souris. Apres 3 heures d'incubation a temperature ambiante, les tubes ont ete 
laves trois fois avec 2 ml de PBS, puis y sont ajoutes 100 nl de proinsuline 
iodee a 3000 cpm en solution dans du PBS contenant 1% de BSA. Les tubes 
sont incubes pendant une nuit a temperature ambiante, puis laves trois fois au 
PBS (2 ml/tube) et ensuite sont introduits dans un compteur gamma pour 
lecture. 

Un des hybridomes ainsi retenus a ete le AC1D4. Cet hybrldome a 6te 
clone par dilution limite (Lefkovits I and Waldmann S. 1979, Cambridge 
University Press, Cambridge). Selon cette technique, la suspension cellulaire 
est diluee de 10 en 10 jusqu'a I'obtention d'une solution a 5 ceiluies/ml. Cette 
solution est repartie dans les microplaques de culture cellulaire a raison de 
100 lal par puits. Ulterieurement. I'examen au microscope inverse permet de 
controler le developpement cellulaire et de retenir les puits presentant un seul 
clone. 



2. Caract6risation 

2.1. Specificit6antig6nique 

L'anticorps AC1D4 d'isotype lgG1 reconnait : 

- la proinsuline humaine et la des-31,32-proinsuline dans le format ELISA 
(proinsuline immobilisee) 

- la proinsuline humaine et la des-31,32-proinsuline dans le format RIA 
(proinsuline iodee en solution). 

Les resultats de ces etudes sont donnes dans les figures 1 et 2. 

La figure 1 represente la liaison de l'anticorps AC1D4 a la proinsuline 
en ELISA. 

La figure 2 represente la liaison de l'anticorps AC1D4 a la proinsuline 
marquee en RIA. 
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2.2. Reactions crois^es 

Des essais de competition par Tinsuline et le C-peptide humain de la 
5 liaison de ranticorps AC1D4 a la proinsuline humaine iodee ont ete realises 
par RIA. Les conditions experimentales ont ete identlques a celles de la 
methode RIA indiquees precedemment (voir Production) a I'exception de 
I'etape d'incubation de la proinsuline. Dans le cas present, apres I'etape de 
I'incubation de ranticorps AC1D4 dans les tubes (qui est suivie de lavages). 
10 rinsuline ou le C-peptide, a 10 |ig/ml, ont ete incubes en meme temps que la 
proinsuline iodee. 

Les resultats ont montre que Tinsuline humaine et le C-peptide 
n'inhibent pas la liaison de ranticorps AC1D4 a la proinsuline iodee. 

15 

2.3. D6tenminatIon de la sequence de l'6pitope 

La sequence de Tepitope a ete determinee par la technique SPOT^ 
Sur une membrane de nitrocellulose, des peptides constitues de 9 acides 
20 amines, et chevauchants entre eux de 8 acides amines, sont synthetises. Les 
peptides synthetises recouvrent ainsi la totalite de la molecule de la 
proinsuline humaine (soit au total 78 peptides). Cette membrane a servi de 
support antigenique pour analyser la sequence reconnue par ranticorps 
monoclonal a tester. 

25 

Le protocole utilise, pour ta reaction immunologique apres synthese 
peptidique, est le suivant : 

La membrane a ete saturee dans un tampon de saturation contenant 10% de 
CRB (Cambridge Research Biochemicals commercialise par GENOSYS ref. : 

30 SU-07-250) 0,5% de Tween et 5% de saccharose dans du TBS (Tris Buffer 
Saline). Apres une nuit. sous agitation et a temperature ambiante, la 
membrane a ete lavee au TBS-Tween et ranticorps AC1D4 dilue dans le 
tampon de saturation (C=1^g/ml) a ete ajoute, Ensuite, I'ensemble a ete 
incube. sous agitation, pendant une heure et demie a 37*C. Apres lavage au 

35 TBS-Tween, I'addition d'un anticorps anti-IgG de souris couple a la 
phosphatase alcaline a permis - apres incubation pendant une heure a 
temperature ambiante et sous agitation - de reveler la presence de I'anticorps 
a etudier. Le complexe forme a ete visualise par ajout du substrat BCIP (sel de 
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5-bromo. 4-chloro. 3-indolyl phosphate toluidinium) contenant du chlorure de 
magnesium et du bleu de Thiazolyle dans una solution saline de tampon 
citrate CBS (citrate buffer saline). 

5 Le peptide reconnu par ranticorps AC1D4 est le peptide ayant la 

sequence : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin 

Cette sequence est situee dans la jonction de la chaine A de I'insuline et du 
10 C-peptide. 

2.4. Paramdtres cin6tiques 

Les parametres ont ete detenmines par le systeme BIAcore"^". Ce 
15 systeme mesure en temps reel la liaison d'un anticorps a son antigene. L'unite 
de mesure est le RU, et cette methode permet la determination de la constante 
de Vitesse d'association (Kon), de la constante de vitesse de dissociation 
(Koff) et enfin le calcul de la constante (Ka) de la liaison de I'anticorps a la 
proinsuline humaine. Les resultats de cette etude sont donnes dans le 
20 Tableau I. 



TABLEAU I 



Anticorps Monoclonal 


AC1D4 


SiQnal RU 


1305 


Koff (s^) 


1.65 10'^ 


Kon (M-^s-^) 


1.16 10^ 


Ka (M-') 


7 10^ 



25 



2.5. Liaison d'un anticorps monoclonal anti-C-peptide a la proinsuline 
humaine en presence et en absence de I'anticorps AC1D4. 

Un anticorps monoclonal anti-C-peptide. le PEP001 et I'anticorps 
AC1D4 ont ete testes par le systeme BIAcore^*' pour leur capacite a se fixer 
simultanement sur la proinsuline couplee au dextran. L'anticorps monoclonal 
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PEP001 est fourni par la societe DAKO et reconnait un epitope du C-peptide 
correspondent a la sequence suivante : 

Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser 

Get epitope est adjacent a I'epitope reconnu par ranticorps AC1D4 sur 
la proinsuline humaine. 

Pour cet essai, ont ete utilisees des quantites croissantes de ranticorps 
AC1 D4. Les resultats de cette etude sent donnes a la figure 3. 

- La courbe 1 represente la liaison de ranticorps PEP001 sur la proinsuline en 
absence de ranticorps AC1 D4. 

- La courbe 2 represente la liaison de ranticorps PEP001 sur la proinsuline en 
presence de ranticorps AC1D4 a la meme concentration que ranticorps 
PEP001. Dans ce cas on observe une inhibition de 50% de la liaison de 
I'anticorps PEP001 par ranticorps AC1D4. 

- La courbe 3 represente la liaison de I'anticorps PEP001 sur la proinsuline en 
presence de I'anticorps AC1D4 a une concentration 10 fois superieure par 
rapport a la concentration de ranticorps PEP001. Dans ce cas. on observe 
une inhibition de 70% de la liaison I'anticorps PEP001 par ranticorps AC1D4. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention et sont donnes a titre non 
limitatif. 

EXEMPLE 1 : 

Procfede de dosage sp6cifique du C-peptide dans le s6rum : 
Dosage immunoenzvmatique de type « sandwich ». Evaluation des 
conditions optimales. 

Pour la realisation de cet essai, on a utilise un appareil automatique de 
type Access^". L'essai est realise avec 20 |il de serum. Deux anticorps 
specifiques de la proinsuline ont ete utilises : 

• ranticorps ^ AC 1D4 reconnaissant specifiquement la proinsuline et la 
des-31.32-proinsuline et 

• ranticorps BC9B5 reconnaissant specifiquement la proinsuline et la 
des-64.65-proinsuline. 
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Ce dernier anticx^rps reconnait un epitope de la jonction BC 
correspondant a la sequence peptidique : 

Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val 

Pour determiner la concentration des anticorps AC1D4 et BC9B6 
necessaires pour eliminer les interferences dues a la proinsuline intacte, la 
des-31,32-proinsuline et la des-64.65-proinsuline. on a utilise des 
concentrations croissantes de ces anticorps, seuls ou en melange. 

Comme phase solide, on a utilise des billes de latex ferriques (Rhone 
Poulenc ref. MI-070/60) sur lesquelles est fixe par des liaisons covalentes 
Tanticorps monoclonal anti-C-peptide, PEP001. 

Dans le tube de lecture sent introduits dans I'ordre : 

1 . 50 III de billes revetues d'anticorps monoclonal anti-C-peptide, 

2. 20 jxl de serum ayant subi un traitement prealable au charbon actif et 
dans lequel on introduit des concentrations croissantes de proinsuline ou 
de 

des-31,32-proinsuline ou de des-64.65-proinsuline, 

3. 80 M-l de tampon pH=8 compose de Tris 0,02 M. NaCl 0.15 et des 
conservateurs. 

et 

4. 50 111 de conjugue anticorps polyclonal de chevre anti-C-peptide 
phosphatase alcaiine dans un tampon pH=8 (constitue de Tris 0,1M, de 
MgCl2 2mM, de ZnCI^ 0.1 M. de NaCI 0.1 5M et additionne d'une proteine 
et des consen/ateurs) et contenant Tanticorps monoclonal AC1D4 et 
I'anticorps monodonal BC9B6 a differentes concentrations : 0 |ag/ml, 1 
^ig/ml. 5 iig/ml, lOpig/ml et 20 pig/ml. 

Apres 30 minutes d'incubation a 37**C. on lave trois fois avec un tampon 
pH=8 (compose de Tris 0,02 M, de NaCI 0,15 et des conservateurs) et on 
ajoute 200^1 de substrat Lumi-Phos™ 530. On incube a nouveau pendant 
5 minutes a 37*'C et on mesure la luminescence generee par la reaction avec 
un luminometre. 

Les resultats de cette etude sont donnes dans les tableaux II a IV. Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de reaction croisee. 
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TABLEAU II 



AC1D4 


0 ^g/ml 


20 ^g/ml 


Proinsuline 


92 


8 


Des-31 .32-proinsuline 


108 


16 


Des-64,65-proinsuline 94 


85 


TABLEAU III 


BC9B6 


0^g/ml 


20^g/ml 


Proinsuline 


92 


8 


Des-31 , 32-proinsuline 


108 


115 


Des-64,65-proinsuline 


94 


8 


TABLEAU IV 





AC1D4+BC9B6 

Q*AC1D4 = QbC9B6 


0|ig/ml 


2jig/ml 


10^g/ml 


20^g/ml 


40ng/ml 


Proinsuline 


92 


23 


4 


2 


18 


Des-31 , 32-proinsuline 


108 


65 


30 


19 


13 


Des-64.65-proinsuiine 


94 


48 


18 


10 


7 



10 



15 



Q*Acio4 : Quantite de AC1D4 

Les resultats du Tableau IV demontrent que lorsqu^on ajoute le melange 
des anticorps AC1D4 et BC9B6 d'une concentration chacun de 20>ag/ml. il est 
possible d'obtenir une reaction croisee avec la proinsuline inferieure a 5%, 
une reaction croisee avec la des-31 ,32-proinsurme inferieure a 15% et une 
reaction croisee avec la des-64,65-proinsuline inferieure a 10%. 



20 
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EXEMPLE 2 : 

Procede de dosaoe spfecifiaue du C-peptide dans les urines ] 
Dosage immunoenzymatiaue tv oe « sandwich » 

5 Pour doser le C-peptide dans les urines, il est possible de proceder 

comme indique dans I'exemple 1 . en diluant prealablement I'echantillon de 
Turine au 1/20eme. 

En ajoutant I'anticorps AC1D4 a une concentration de 30 ug/ml, et 
10 I'anticorps BC9B6 a une concentration de 5 ^ig/ml. il est possible d'obtenir une 
interference due a la proinsuline inferieure a 5%. une interference due a la 
des-31,32-proinsuline inferieure a 10%, et une interference due a la 
des-64,65-proinsuline inferieure a 20%. 

15 

EXEMPLE 3 : 

Proc6d6 de dosage specifiaue du C-peotide da ns le serum : 
Dosage radioimmunologioue par competition. 

20 Le dosage repose sur la competition entre une quantite fixe de 

tyr-C-peptide marque a I'iode (1^^) et le C-peptide contenu dans les solutions 
etalons ou les echantillons a doser, vis a vis d'un nombre limite de sites 
anticorps anti-C-peptide. 

25 Pour realiser ce dosage, on utilise des tubes polystyrene revetus avec 

un anticorps monoclonal anti-C-peptide PEP001 et on procede comme suit : 

Dans chaque tube on introduit : 

- 100 lal d'une solution standard, contenant de 0,2 a 30 ng/ml de C-peptide en 
30 solution dans une solution tampon phosphate pH=6,8 additionne de 

proteines et contenant 0,1 % d'azoture de sodium, ou 100 pi de Techantillon 
a doser, 

et 

- 50 |il d'une solution contenant de Tyr-C-peptide monoiode dilue dans un 
35 tampon phosphate contenant 0,1% d'azoture de sodium et Tanticorps AC1D4 

dirige specifiquement centre la jonction AC de la molecule de la proinsuline a 
20 i^g/ml. 
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On recx)uvre les tubes de Parafilm^^. Apres incubation pendant 2 heures 
a temperature ambiante et sous agitation horizontale, on elimine le milieu 
reactionnel par aspiration et on lave avec 2 ml d'une solution tampon pH=7,4 
contenant de Timidazole 0,05 M, de I'azide de sodium 0.0025% et de 
conservateurs. On elimine cette solution par aspiration et on repete deux fois 
encore I'operation du lavage. 

Ensuite, on determine la radioactivite de chaque tube a I'aide d'un 
scintillateur gamma regie sur la mesure de 1^^^. Le comptage est effectue 
pendant una minute, 

L'evaluation de la quantite de C-peptide est effectuee par rapport a une 
gamme d'etalonnage. La limite de detection de cette methode est de 0,15 
ng/ml. 

Pour evaluer la specificite de ce dosage, deux serums ont ete 
surcharges avec de la proinsuline, de la des-31,32-proinsuline et de la des- 
64,65-proinsuline a differentes concentrations. 

Lessai a ete effectue en presence et en absence de Tanticorps AC1D4 
(C=20 ^ig/ml). Les resultats de cet essai sont indiques dans les tableaux V a 
VII. 
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TABLEAU V 



Serums surcharges avec de la proinsuune 





Sans anticorps AC1 D4 


Avec antico 


irps AC1 D4 


Scrums 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Valeur 


Augmentation 




(pmol / ml) 


trouv6e 


aprds 


trouvee 


apr^s 






{pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmol / ml) 


surcharge (%) 


E1 


0 


0,628 




0,621 






0,16 


0.721 


15 


0,587 


0 




0,67 


0.980 


56 


0,659 


6 




3,33 


2,437 


288 


0,81 1" 


31 


E2 


0 


2.998 




3,33 






0,16 


3.040 


1 


3,17 


0 




0.67 


3,363 


12 


3.35 


1 




3.33 


4,622 


54 


3,14 


0 



5 

TABLEAU VI 

Serums surcharges avec de la Des-31,32-Proinsuune 





Sans anticorps AC1 D4 


Avec anticorps AC1 D4 


Scrums 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Valeur 


Augmentation 




(pmol / ml) 


trouvee 


apres 


trouvee 


apres 






(pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmol / ml) 


surcharge (%) 


El 


0 


0.593 




0,577 






0.16 


0,640 


8 


0,606 


5 




0.67 


0.819 


38 


0,646 


12 




3.33 


1.858 


213 


0,700 


21 


E2 


0 


2.490 




2,41 






0.16 


2.730 


10 


2,35 


0 




0.67 


2.700 


8 


2,52 


5 




3,33 


3,971 


59 


2,56 


6 
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TABLEAU VII 



Serums surcharges avec oe la Des-64,65-Proinsuune 





Sans anticorps AC1D4 


Avec anticorps AC1 D4 


Scrums 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Valeur 


Augmentation 




(pmoi / mi) 


trouvee 


apres 


trouvee 


apres 






(pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmoi / ml) 


surcharge (%) 


E1 


0 


0.494 




0.552 






0.16 


0.523 


6 


0,608 


10 




0,67 


0.734 


49 


0.900 


63 




3,33 


1,815 


267 


1.887 " 


242 


E2 


0 


2,401 




2.25 






0,16 


2,410 


0 


2,24 


0 




0,67 


2,614 


9 


2.66 


18 




3,33 


3,715 


55 


3.80 


69 



Les resultats de cette etude demontrent que la presence d'un anticorps 
monoclonal specifique de la jonction AC de la proinsuline permet Telimination 
de ['interference due a la proinsuline, et a la des-31,32-proinsuline dans le 
dosage du C-peptide utilisant Tanticorps PEP001 dont Tepitope est proche de 
10 celui de l'AC1D4. 
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REVENDtCATIONS 

1. Procede de dosage du C-peptide dans lequel un echantillon 
susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact avec un ou plusieurs 
anticorps anti-C-peptide et 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-31 ,32-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31 ,32- 
proinsuline, 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a I'epitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64.65- 
proinsuline, 

- soit un melange dudit anticorps anti-proinsuline specifique de la 
proinsuline intacte et de la des-31. 32-proinsuline et dudit anticorps anti 
proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline. 

2. Procede de dosage du C-peptide, selon la revendication 1, 
dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte 
et de la des-31 ,32-proinsuline, reconnalt un epitope situe dans la Jonction AC 
de la proinsuline et la des-31 ,32-proinsuline, ledit epitope incluant la sequence 
peptidique : 

Lys Arg. 

3. Procede de dosage du C-peptide, selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-31. 32-proinsuline. reconnalt 
un epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la 
des-31 ,32-proinsuline, ledit epitope incluant la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu. 
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4. Precede de dosage du C-peptide, selon Tune des 
revendications precedentes. dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-3r32-proinsuline. reconnalt 
un epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la 
des-31,32-proinsuline. ledit epitope incluant la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

5. Precede de dosage du C-peptide, selon Tune des 
revendications precedentes. dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline. reconnait 
un epitope situe dans la jonction BC de la proinsuline et la 
des-64,65-proinsuline. ledit epitope incluant la sequence peptidique : 

Arg Arg. 

6. Precede de dosage du C-peptide, selon Tune des 
revendications precedentes, dans lequel un echantillon susceptible de 
contenir le C-peptide est mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide et un 
anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des- 
31.32-proinsuline reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant, a 
['epitope de Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation de Tanticorps 
anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31 .32-proinsuline. 

7. Precede de dosage du C-peptide , selon Tune des 
revendications 1 a 5. dans lequel un echantillon susceptible de contenir le C- 
peptide est mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide et un anticorps 
anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65- 
proinsuline reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant, a 
repitope de I'anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation de I'anticorps 
anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64,65-proinsuline. 
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8. Procede de dosage du C-peptide, selon I'une quelcx>nque des 
revendications precedentes, dans lequel au moins un desdits anticorps est un 
anticorps monoclonal. 

5 9. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque des 

revendications precedentes, dans lequel rechantillon est obtenu a partir de 
senjm, de plasma ou d'urines. 

10. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque 
10 des revendications precedentes, de type « sandwich ». 

11. Procede de dosage du C-peptide, selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 9, de type dosage radioimmunologique par competition. 

15 12. Anticorps specifique de la des-31 ,32-proinsuline et de la 

proinsuline qui reconnait la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

13. Hybridome depose aupres de la Collection Nationale de 
20 Cultures de Microorganismes de Tlnstitut Pasteur, le 4 juin 1997, sous le 

numero 1-1873. 

14. Anticorps monoclonal specifique de la des-31, 32-proinsuline 
et de la proinsuline obtenu a partir de I'hybridome selon la revendication 13. 

25 

15. Utilisation d'anticorps monoclonaux qui reconnaissent un 
epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la des-31 .32-proinsuline 
incluant la sequence peptidique : 

Lys Arg 

30 pour la mise en oeuvre du procede de dosage selon Tune des revendications 1 
aSetSaH. 
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16. Utilisation selon la revendication 15, d'anticorps 
monoclonaux, qui reconnaissent un epitope incluant la sequence choisie 
parmi: 

la sequence Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu 

et la sequence Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

17. Utilisation tfanticorps monoclonaux qui reconnaissent un 
epitope situe dans la jonction BC de la proinsuline et la des-64,65-proinsuline 
incluant la sequence peptidique : 

Arg Arg 

pour la mise en oeuvre du precede de dosage selon Tune des revendications 1 
aSet 7 a 11. 

18. Utilisation selon la revendication 17, d'anticorps 
monoclonaux, qui reconnaissent un epitope correspondant a une sequence 
peptidique choisie parmi : 

la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val, 
la sequence Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val. 
et la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu. 

19. Trousse contenant un anticorps anti-C-peptide et un 
anticorps specifique de la des-31,32-proinsuline et de la proinsuline et/ou un 
anticorps specifique de la des-64,65-proinsuline et de la proinsuline. 
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